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[要約] 
 
Loss of RECQL5 exhibits senescence-like 
phenotypes in WRN-deficient mice 
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は老化様表現型を呈する） 
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RecQ型 DNAヘリケース WRNは 2重らせん構造の結合を緩めて 1 本鎖にし、
DNAの修復や複製、組換え、転写を司る。WRN変異は染色体の不安定性をもた
らすことが知られ、ヒトでは遺伝性早老症ウェルナー症候群(Werner syndrome, 
WS)を生じる。WSは 20歳代から白内障、毛髪変化、筋萎縮、皮膚の萎縮や潰
瘍など全身で様々な老化様の病態を併発し、50歳代で死に至ることが多い。幼
少期から発症する他の早老症と異なり、WSは成人以降に発症する最も生理的老
化に近い早老症であり、発症原因および治療法の研究は老化研究の基礎ともな
り得る。WS の発症メカニズムを解明するために、これまでに 2系統の Wrn欠損
マウスが作出され解析されている。WS 患者とは対照的にこれらの Wrn欠損マウ
スは早老病態を再現せず、WS 研究発展の妨げとなっている。 
WRN (RECQL2)に加えて、他に 4種類の RecQ ファミリー(RECQL1, BLM 
[RECQL3], RECQL4, RECQL5) が同定されており、機能重複が予想される。In 
vitro実験で RECQL5 タンパク質が WRNタンパク質と生理的に結合し協調的に
作用することが明らかになっている。さらに、WRN 欠損細胞では DNA 2本鎖
切断部位の RECQL5 局在が増加し、WRN/RECQL5 2 重ノックダウンは細胞増殖
を抑制することも報告されている。これらの結果から、RECQL5 と WRN は機能
重複し、RECQL5 はWRN タンパク質の生理的機能を補填する可能性が示唆され
る。 
WS 患者由来細胞でテロメア長が短縮し、WRN がテロメア長維持機能を有す
ることが明らかになっている。テロメア RNA構成要素 Tercと Wrnの 2 重欠損
マウスが作出され、WS の早老病態におけるテロメア短縮の寄与が調べられてい
る。Terc/Wrn 2重欠損マウスは体長が小さく、骨量減少などの表現型を呈した。
しかしながら、Terc/Wrn 2重欠損マウスの約半数は表現型を示さず、WS の早老
病態におけるテロメア短縮の寄与については議論が残る。 
本研究では、WS の早老病態を再現するマウスモデルを確立するために、
Tert/Wrn 2重欠損を作出し、WS の早老病態におけるテロメア短縮の寄与を調べ
た。さらに、Wrn/Recql5 2重欠損(DKO)マウスを作出し、Wrn欠損マウスにおけ
る RECQL5 の生理的役割を明らかにすることを目的とした。 
まず、WS の早老病態におけるテロメア短縮の影響を調べるため、Tert/Wrn 2
重欠損マウスを作出し、同世代間で G4世代まで交配しテロメア短縮を誘導した。
テロメア長は肝臓組織で Tert世代依存的に短縮したが、Wrn欠損はテロメア長
に影響しなかった。しかしながらテロメア長短縮にも関わらず、肝臓の組織学
的異常は認められなかった。皮膚の組織学的解析では、Tert世代依存的に表皮層
から真皮層が有意に萎縮し、脂肪層厚も減少していた。一方、Wrn欠損による皮
膚萎縮の増悪は認められなかった。Tert欠損による皮膚異常と同様に、精巣も
Wrn遺伝子の有無に関わらず Tert世代依存的に精細管構造異常を示した。骨量
減少や筋萎縮などのWS 特徴的な早老病態は Tert欠損および Wrn欠損マウスと
もに示さなかった。これらの結果から、Wrn欠損マウスにおいてテロメア短縮は
WS 特徴的な老化様表現型に寄与しないことが示唆された。 
次に、新たなWS モデルマウスとして Wrn/Recql5 DKOマウスを作出するため
に、Wrn遺伝子の Ex6 および Recql5遺伝子の Ex3 を CRISPR/Cas9 システムの編
集サイトとしてそれぞれ guide RNAを設計し、CRISPR/Cas9 プラスミドをマウ
ス受精卵に注入して産仔を得た。得られた産仔のシークエンス解析の結果、1 bp
欠失により 178アミノ酸残基の short form型タンパク質を発現するWrn変異アリ
ル、および 1 bp欠失により 141アミノ酸残基の short form型タンパク質を発現
する Recql5変異アリルを同定した。同定した変異アリルを保有する Wrn変異マ
ウスおよび Recql5変異マウスを交配し、Wrn/Recql5 DKOマウスを作出した。
Wrn/Recql5 DKOマウスはメンデル比通りに産まれ、白内障や脱毛などの見た目
の異常は認められなかった。まず、Wrn/Recql5 DKOマウスから線維芽細胞を単
離し細胞老化様表現型を調べた。Wrn/Recql5 DKO細胞はWRN および RECQL5
の全長タンパク質を欠失していた。Wrn/Recql5 DKO線維芽細胞は細胞老化マー
カーsenescence-associated -galactosidase (SA--gal) 陽性細胞が野生型細胞と比
較して有意に増加し、DNAダメージマーカー-H2AX陽性核の増加も示した。
次に、経時的な細胞数計測により細胞増殖能を調べた。Wrn/Recql5 DKO 細胞は
野生型細胞と比較して有意な細胞増殖能低下を示した。細胞単層を使用したス
クラッチアッセイ試験では、Wrn/Recql5 DKO 細胞は顕著な遊走能低下を呈した。
さらに細胞老化関連の遺伝子発現レベルを調べた。野生型細胞と比較して、
Wrn/Recql5 DKO細胞は p16遺伝子発現が有意に増加し、炎症性サイトカイン遺
伝子 Il-1および Il-6遺伝子発現も増加した。Wrn/Recql5 DKO細胞とは対照的に、
Wrn単独および Recql5単独欠損細胞はこれらの細胞老化特徴的な表現型を示さ
なかった。WS 患者細胞も同様の老化関連遺伝子発現増加を伴う細胞老化の特徴
を示したことから、Wrn/Recql5 DKO細胞は WS 特徴的な細胞老化を呈すること
が明らかとなった。 
以上の結果から、Wrn欠失における Recql5欠損は WS 患者細胞様の細胞老化
を引き起こすことが明らかとなった。細胞老化が亢進した Wrn/Recql5 DKO マウ
ス組織解析により、WS の発症メカニズム解明や治療戦略発展への貢献が期待で
きる。 
